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1 UVOD 
 
Prisilna razgradnja je široko uporabljeno orodje med razvojem rekombinantnih 
monoklonskih protiteles. V zgodnji fazi razvoja lahko preprosta študija prisilne razgradnje 
prispeva pomembne informacije o protitelesu in je lahko v pomoč pri izbiri najprimernejšega 
proizvodnega procesa. Prisilna razgradnja je sestavni del zgodnjega razvoja formulacije in 
določevanja primernih pogojev za dolgotrajno shranjevanje zdravilne učinkovine in zdravila 
(Nowak in sod., 2017).  
 
Tekom razvoja analitskih metod je priporočeno čimprejšnje vključevanje prisilno 
razgrajenih (stresnih) vzorcev z namenom pridobivanja razumevanja o zmožnostih in 
omejitvah metod. Ustvarjeni razgradni produkti lahko pomagajo pri izolaciji in 
karakterizaciji nečistot, saj so deleži nečistot v končni obliki zdravilne učinkovine normalno 
nizki. To znanje pripomore k boljši oceni vpliva razgradnje ali sprememb na učinkovitost 
produkta (Nowak in sod., 2017). 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Namen magistrskega dela je bil  na podlagi izpostavitve vzorca biološke učinkovine stresnim 
pogojem ugotoviti, katere od izbranih analitskih metod za določanje fizikalno-kemijskih 
lastnosti snovi so zmožne zaznati spremembe na določeni biološki učinkovini (ang. stability 
indicating methods) in v kolikšni meri. 
 
1.2 HIPOTEZE 
 
1. Pripravili bomo vzorce biološke učinkovine, ki bodo zaradi izpostavitve stresnim 
pogojem (temperatura, pH, svetloba, zamrzovanje/odmrzovanje, oksidacija, 
glikacija, delna deglikozilacija, mehanski stres, redukcija, prisotnost koviskih ionov) 
razgrajeni med 5 in 20 %.  
2. Z izbranimi analitskimi metodami – afinitetna kromatografija, gelska izključitvena 
kromatografija, kromatografija z obrnjeno fazo, kapilarna gelska elektroforeza pod 
reducirajočimi in nereducirajočimi pogoji – bomo zaznali spremembe v zgradbi 
proteina (agregacija, spremenjen profil pri kromatografiji/elektroforezi ...). 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 MONOKLONSKA PROTITELESA KOT BIOLOŠKA ZDRAVILA 
 
2.1.1 Protitelesa 
 
Protitelesa oziroma imunoglobulini (Ig) so glikoproteini, ki nastanejo zaradi prisotnosti 
antigena. Molekula imunoglobulina ima obliko črke Y in je sestavljena iz več polipeptidnih 
verig. Glede na velikost, naboj, aminokislinsko zaporedje in prisotnost glikanskih oblik so 
imunoglobulini razvrščeni v pet razredov: IgG, IgA, IgM, IgD in IgE (Vozelj, 2000). 
Sestavljeni so iz dveh težkih in dveh lahkih verig, ki so med seboj povezane s kovalentnimi 
vezmi (slika 1). Približno na sredini težke verige se nahaja pregibna regija protitelesa, ki 
predstavlja stičišče dveh fragmentov, zgodovinsko poimenovanih Fab in Fc. Na fragmentu 
Fab se nahajajo različne tako imenovane visokovariabilne regije, ki so vzrok za specifičnost. 
Te regije imajo vezišče za antigen in ga imenujemo epitop. S fragmentom Fc pa se protitelo 
veže na  površinske receptorje celice in aktivirajo komplement (Male in sod., 2006). 
Obstajajo štirje podrazredi IgG: IgG1, IgG2, IgG3 in IgG4. Med seboj se razlikujejo po 
številu disulfidnih vezi v pregibnem delu molekule (Vozelj, 2000).  
 
 
Slika 1: Shema splošne zgradbe IgG in sestavnih delov protitelesa, ki nastanejo po redukciji in encimski cepitvi 
(prirejeno po Roitt in sod., 1998) 
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Slika 2: Shematski diagram strukture imunoglobilina (prirejeno po Roitt in sod., 1998).  
 
2.1.2 Monoklonska protitelesa 
 
Monoklonska protitelesa (mAb) izdelujejo celice enega klona in so zato specifična za en 
epitop. Kohler in Milstein sta leta 1975 razvila metodo za pridobivanje monoklonskih 
protiteles (Roitt in sod., 1998) ki temelji na zlitju normalne protitelesa izdelujoče celice B, z 
nesmrtno mielomsko celico. Po zlitju celici tvorita hibridno celico, imenovano hibridom. 
Hibridom ima lastnosti mielomske celice – nesmrtnost – in lastnost celice B – izdelovanje 
protiteles. 
 
Najprej sta za pripravo specifičnih mišjih monoklonskih protiteles proti določenemu 
antigenu imunizirala miši z izbranim antigenom (slika 3). Imunski sistem se  odzove z 
aktivacijo celic B in njihovo diferenciacijo v plazmatske in spominske celice. Plazmatske 
celice proizvajajo specifična protitelesa proti izbranemu antigenu. Nato sta izolirala celice B 
in jih zlila z mielomskimi celicami. Nastala je hibridna celica z dvema ločenima jedroma. 
Po več delitvah sta se jedri združili v eno. Nastalo je več vrst zlitih celic, zato sta za selekcijo 
hibridnih od homogenih celic uporabila specifično gojišče HAT, sestavljeno iz hipoksantina, 
aminopterina in timidina. Celice B lahko sintetizirajo nukleotide po glavni poti (de novo) in 
po pomožni poti. Aminopterin v gojišču HAT blokira pot de novo, zato celica uporabi 
pomožno pot, ki jo katalizirata encima hipoksantin-gvanin fosforibozil transferaza (HGPRT) 
in timidin kinaza (TK). V gojišču HAT so zaradi okvarjenega gena za encim HGPRT in TK 
propadle mielomske celice ter nesmrtne celice B. Preživeli so le hibridomi, ki imajo lastnosti 
obeh celic – neomejeno celično delitev, sintezo nukleotidov po pomožni metabolni poti in 
sintezo molekul specifičnih protiteles. Po selekciji je sledilo kloniranje. Iz večjega števila 
hibridomov so izbrali posamezne celice, ki proizvajajo specifična monoklonska protitelesa 
in iz katerih pridobimo proizvodne klone hibridomske celične linije. Z gojenjem 
proizvodnega klona hibridomskih celic in vitro v celični kulturi pridobivamo terapevtska 
monklonska protitelesa (Roitt in sod., 1998; Vozelj, 2000; Obermajer in sod., 2007;). 
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Slika 3: Prikaz povzetka osnovne metode za pridobivanje monoklonskih protiteles. Običajen poliklonski 
antiserum, ki je proizveden kot odgovor na antigen, vsebuje mešanico monoklonskih protiteles, specifičnih za 
enega od štirih epitopov antigena. Za razliko od mAb, ki je pridobljen iz ene plazmatske celice, je specifičen 
za en epitop na kompleksu antigena (prirejeno po Roitt in sod., 1998). 
 
Zaradi razlik v aminokislinski sestavi mišjih in človeških protiteles je imunogenost mišjega 
proteina visoka in prihaja do hitrega očistka terapevtskih mišjih protiteles iz krvi oziroma 
pri večkratnih odmerkih do imunskega odziva HAMA (ang. human anti-mouse antibody).  
Zato je to tehnologijo zamenjal razvoj rekombinantnih oblik terapevtskih monoklonskih 
protiteles (himernih, humaniziranih in človeških) (Obermajer in sod., 2007). 
 
Himerna protitelesa so kombinacija človeškega in nečloveškega (mišjega) genskega 
materiala. Sestavljajo jih človeške konstantne regije in mišje variabilne regije. Pri 
poimenovanju dobijo končnico -ximab, npr. infliximab, rituximab (Mahmuda in sod., 2017).  
 
Pri humaniziranih protitelesih so  nečloveške (mišje) le še hipervariabilne regije, skoraj 95 
% protitelesa pa sestavljajo aminokislinska zaporedja človeških protiteles. Pri poimenovanju 
dobijo končnico -umab, npr. daclizumab, omalizumab (Mahmudain sod., 2017). 
 
Človeška protitelesa so sestavljena samo iz človeških aminokislin. Najbolj razširjeni metodi 
za izdelovanje človeških monoklonskih protiteles sta uporaba transgenih miši in metoda 
predstavitve na fagu. Pri poimenovanju dobijo končnico -mab, npr. adalimumab, 
panitimumab (Mahmuda in sod., 2017).  
 
Monoklonska protitelesa se zelo pogosto uporabljajo za terapevtske namene. Večina mAb 
se pridobiva z uporabo tehnologije rekombinantne DNA. Največkrat v proizvodnji 
uporabljamo sesalske celice (CHO, NS0 idr.), redko  tudi  bakterijske ekspresijske sisteme 
(npr. E. coli). Pri izbiri celične linije so pomembne produktivnost klona, stabilnost celične 
linije in ustreznost posttranslacijskih modifikacij rekombinantnih protiteles (Obermajer in 
sod., 2007) 
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2.1.2.1 Monoklonska protitelesa kot terapevtska pomoč v klinični medicini 
 
Monoklonska protitelesa lahko prepoznajo antigene, značilne za rakave celice, in spodbudijo 
imunski odziv proti takim celicam. Zato jih lahko uporabljmo za diagnosticiranje in/ali 
zdravljenje rakavih obolenj, na primer za diagnozo levkemije, limfoma,  tumorjev, pri 
pregledu krvi, blata ali pri biopsiji vzorcev rakavih celic ali snovi, ki jih sproščajo rakave 
celice. Danes so na voljo mAb za zdravljenje raka debelega črevesa, raka jajčnikov in 
pljučnega raka (Ansar in Ghosh, 2013). 
 
Monoklonska protitelesa delujejo na različne načine: lahko se vežejo na proteine, ki jih 
vodijo direktno do toksičnih oziroma škodljivih celic, lahko blokirajo rastne faktorje, ki jih 
sproščajo tumorske celice, tako da blokirajo receptorje za rastne faktorje. S tem učinkovito 
zaustavljajo razmnoževanje in širjenje tumorskih celic (Ansar in Ghosh, 2013). 
 
Protitelesa so lahko prirejena tudi za prenos radioizotopov, toksinov, citokinov ali drugih 
aktivnih konjugatov. Bisprecifična protitelesa lahko sestavijo tako, da se Fab veže tako na 
tarčni antigen kot na efektorsko celico (Ansar in Ghosh, 2013). 
 
Monoklonska protitelesa pospešujejo razvoj biotehnološke industrije in predstavljajo 
približno 32 % vseh prihodkov biotehnološkega trga (Ansar in Ghosh, 2013). 
 
2.1.3 Prisilna razgradnja 
 
Terapevtski proteini so med proizvodnjo, transportom, shranjevanjem in uporabo 
izpostavljeni različnim fizikalnim in kemijskim dejavnikom iz okolja. Med povzročitelje 
stresa, ki so lahko fizikalno-kemijski dejavniki in  lahko vplivajo na protein, štejemo 
temperaturne spremembe, zamrzovanje in odmrzovanje, mehanski stres, izpostavljenost 
svetlobi, interakcije z določenimi komponentami opreme oziroma embalaže. Spremembe 
zaradi omenjenih dejavnikov ponavadi negativno vplivajo na kakovost izdelka ter na 
njegovo varnost in učinkovitost. Zato že med razvojem terapevtskega proteina izvajamo t. i. 
študije prisilne razgradnje, da razvijemo analitske metode, ki so sposobne zaznati omenjene 
spremembe (angl. stability indicating methods), in sicer za podporo razvoju formulacije, za 
komparabilnost in kasneje za podporo proizvodnji. Poleg tega s študijami prisilne razgradnje 
poglobimo razumevanje o biokemijskih in biofizikalnih značilnostih molekul, razgradnih 
produktih in možnih poteh razgradnje (Hawe in sod., 2012; Nowak in sod., 2017). 
 
2.1.3.1 Poti razgradnje 
 
Najpogosteje opažene spremembe pri poskusih prisilne razgradnje so agregacija, 
fragmentacija, deamidacija in oksidacija (slika 4). Pod specifičnimi pogoji lahko omenjene 
spremembe postanejo prevladujoče: z višanjem  vrednosti pH raztopine lahko sprožimo 
razcep disulfidne vezi in nastanek in kovalentnih agregatov zaradi povezovanja vezi v 
različnih kombinacijah (ang. scrambling). Inkubiranje z reducirajočimi sladkorji povzroči 
glikacijo lizinov, izpostavljenih na površini molekul (Nowak in sod., 2017). 
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Slika 4: Glavne razgradne poti rekombinantnih monoklonskih protiteles. Puščice nakazujejo glavna mesta 
razgradnje (prirejeno po Nowak in sod., 2017). 
 
2.1.3.1.1  Povišana temperatura 
 
Stabilnostne študije redno izvajamo pri pogojih shranjevanja in pri t. i. pospešenih pogojih 
shranjevanja (povišana temperatura). Pri prisilni razgradnji s temperaturnim stresom pa se 
testiranje izvaja pri temperaturah, ki presegajo pogoje shranjevanja oz. pogoje pospešene 
stabilnosti. Primer: ob predvidenem dolgoročnem shranjevanju mAb pri 2–8 °C in pospešeni 
stabilnosti pri 25 °C, je temperatura, ki se uporablja pri poskusih prisilne razgradnje, 35 °C 
ali več. Cilj uporabe povišane temperature je ustvariti zadosten nivo razgradnje v kratkem 
časovnem obdobju. Povišano temperaturo lahko izberemo na podlagi predhodnih študij ali s 
pomočjo ustreznih tehnik (npr. kalorimetrija). Stres pri visoki temperaturi je eden 
najpomembnejših pogojev za pridobivanje informacij o potencialni dolgotrajni razgradnji 
pri predvidenih pogojih shranjevanja (Nowak in sod., 2017). 
 
Povišanje temperature pospešuje kemijske reakcije, kot sta oksidacija in deamidacija.  
Neposredno vpliva na konformacijo polipeptidnih verig na nivoju kvartarne, terciarne in 
sekundarne strukture in povzroči fragmentacijo in razvitje proteina (Mahler in sod., 2008). 
Ob tem, ko se protein razvije, se regije, ki so običajno zaščitene, izpostavijo, da pa čimprej 
zmanjšajo površinsko izpostavljenost hidrofobnih ostankov, se povežejo v skupke, posledica 
je agregacija proteina (Luo in sod., 2011). 
 
Glavno mesto fragmentacije je v področju pregibne regije in v stičiščih domen. Do 
fragmentacije prihaja tudi na drugih delih protitelesa. Fragmentacija je zelo odvisna od pH; 
visoke in nizke vrednosti pH jo pospešijo. Povišana temperatura pospešuje deamidacijo 
asparagina, glutamina, nastanek N-terminalnega piroglutamata in oksidacijo metionina, pri 
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rahlo kislem pH pa lahko pospeši tudi izomerizacijo asparatata preko intermediata 
sukcinimida v izoaspartat. Iz kromatografskih metod izhaja, da imenujemo omenjene 
spremenjene oblike kisle variante. Pri povišani temperaturi opazimo povišanje kislih variant 
(Nowak in sod., 2017). 
 
2.1.3.1.2  Zamrzovanje in odmrzovanje 
 
Zamrzovanje in odmrzovanje se uporabljata za določitev občutljivosti mAb pri faznih 
prehodih. mAb kot učinkovine so med proizvodnjo in v obliki končnega izdelka običajno v 
raztopini. Proces izolacije, čiščenja in priprave pa ponavadi zahteva tudi zamrzovanje in 
odmrzovanje. Končni izdelek pa je lahko zamrzovanju izpostavljen pri liofilizaciji. Pri tem 
lahko nastanejo kristali ledu, ki povzročajo agregacijo in denaturacijo (Mahler in sod., 2008), 
različni agregati, oborina in vidni delci v raztopini (motnost), sestavljeni večinoma iz di- in 
multimerov. Agregati, ki nastanejo zaradi zamrzovanja/odmrzovanja, so v glavnem 
nekovalentne narave, proces agregiranja pa je zelo odvisen tudi od pH in koncentracije ter 
vrste soli v raztopini (pufru) (Nowak in sod., 2017).  
 
2.1.3.1.3  Strižne sile 
 
Med proizvodnjo je lahko mAb izpostavljen različnim oblikam gibanja tekočine (raztopine 
mAb). Razumevanje občutljivosti mAb za stresanje je pomembno, saj je mAb izpostavljen 
različnim oblikam stresanja in mešanja v celični kulturi, med čiščenjem, izdelavo formulacij, 
polnjenjem izdelka v vsebnik in transportom. Poznavanje občutljivosti mAb za različne 
oblike mešanja in stresanja se upošteva tudi pri podpori razvoju formulacije in procesa. Pri 
stresanju in mešanju se namreč poveča verjetnost, da pridejo molekule mAb v stik s 
hidrofobnimi dejavniki, kot sta zrak ali površina drugih molekul. Za stresanje je značilno, 
da lahko nastanejo netopni in topni agregati. Ta vrsta agregacije je odvisna tudi od pH 
vzorca, soli, prostornine, pomožnih snovi, hitrosti stresanja, vrste in velikosti vsebnikov.  
Tudi pri mešanju je nastanek agregatov glavna strukturna sprememba proteina (Nowak in 
sod., 2017). 
 
2.1.3.1.4  Vrednost pH 
 
Sprememba pH je pomemben stresni pogoj, saj procesi čiščenja mAb običajno vključujejo 
spremembo pH v okolju (na primer čiščenje z afinitetno kromatografijo, virusna inaktivacija, 
ionsko izmenjevalna kromatografija). 
 
Nizek pH (običajo vrednosti pod 5) povzroči nastanek topnih in netopnih agregatov ter 
pospeši fragmentacijo. Glavno območje fragmentcaije je v pregibni regiji, pri čemer 
nastanejo fragmenti z molekulsko maso 40–50 kDa pri nereducirajočih oziroma 20–30 kDa 
pri reducirajočih pogojih. Nizek pH lahko povrzroči tudi višanje ravni sukcinimida, ki 
nastaja kot intermediat pri izomerizaciji astpartata. Posledica nizke pH vrednosti je lahko 
tudi obarjanje (še posebej pri visokih koncentracijah proteina).  
 
Visok pH (pri mAb so to običajno vrednosti nad 8) povzroči  deamidacijo asparagina (na 
primer v zaporedju  »PENNY« na Fc-regiji) ali pospeši razcep disulfidnih vezi, pri čemer je 
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možen tudi nastanek dehidroalanina, tioetra in D-cisteina (Mahler in sod., 2008; Nowak in 
sod., 2017). 
 
2.1.3.1.5  Fotostabilnost 
 
Izpostavljenost svetlobi je kritični dejavnik okolja, ki v splošnem vpliva na produkt v vseh 
stopnjah. Pri študijah prisilne razgradnje morajo biti pogoji testiranja prilagojeni, da 
dosežemo ustrezno stopnjo razgradnje mAb. Najbolj občutljiva mesta za razgradnjo s 
svetlobo so stranske  skupine aminokislin triptofana, tirozina, fenilalanina in cisteina ter 
peptidne vezi, pri čemer nastanejo večinoma kovalentni agregati, lahko pa pride do 
fragmentacije v bližini pregibne regije. Zaradi svetlobe se oksidirajo stranske skupine 
triptofana, metionina in histidina. Oksidacija povzroči nastanek različnih produktov, pri 
katerih se  poveča molekulska masa. Poleg tega lahko pride tudi do deamidacije asparagina 
in kovaletnega navzkrižnega povezovanja prostih skupin. Oksidacija in deamidacija 
stranskih skupin aminokislin v CD-regijah lahko vodi v  izgubo aktivnosti. Oksidacija, ki 
nastane zaradi svetlobe, poteka predvsem  na stranskih skupinah aminokislin težke verige 
(Nowak in sod., 2017). 
 
2.1.3.1.6  Oksidacija in redukcija 
 
Podobno kot svetlobi so rekombinantni mAb pogosto izpostavljeni tudi oksidaciji: 
raztopljeni kisik v raztopini učinkovine oziroma izdelka, kisiku v zraku in prostim 
radikalom, ki nastanejo pri različnih reakcijah s kovinami in nečistotami iz surovin (npr. 
peroksidi). Pri študiju prisilne razgradnje najpogosteje uporabljamo kot oksidante vodikov 
peroksid, 2-metilpropan-2-ol in 2-aminopropan (dihidroklorid). Pri tem pride v glavnem do 
oksidacije stranskih skupin metionina, nastaneta pa metionin sulfoksid ali metionin sulfon. 
Poleg tega oksidacija lahko povzroči tudi fragmentacijo molekule, posledica česar so netopni 
in topni agregati. Medtem ko inkubiranje mAb z oksidanti povzroči nastanek metionin 
sulfoksidov, ki so naključno razporejeni v obeh težkih verigah, so pri pospešeni stabilnosti 
opazili oksidacijo stranskih skupin metionina na isti težki verigi (Nowak in sod., 2017). Med 
proizvodnjo monoklonskih protiteles lahko reducirajoči encimi iz celic vplivajo na redukcijo 
disulfidnih vezi, s čimer se spremeni konformacija proteina in posledično zmanjša aktivnost 
protitelesa (Chung in sod., 2017). Z vzdrževanjem ustreznega nivoja raztopljenega kisika v 
celični kulturi se lahko zmanjša možnost za pojavljanje redukcije (Hutterer in sod., 2013). 
 
2.1.3.1.7  Glikacija 
 
Glikacija je neencimska reakcija med reducirajočimi sladkorji in dušikom stranske skupine 
lizina ter N-terminalne primarne aminske skupine na lahkih in težkih verigah molekul mAb. 
Rekombinantna mAb so izpostavljena reducirajočim sladkorjem zlasti v času celične 
kulture, kjer se sladkorji uporabljajo kot hranila. Nereducirajoči sladkorji se uporabljajo za 
izdelavo formulacije in se lahko razgradijo v reducirajoče sladkorje in tako postanejo 
reaktivni. Raven glikacije je močno odvisna od koncentracije proteina, temperature, pH, 
vrste sladkorja, koncentracije sladkorja, trajanja izpostavljenosti in koncentracije prostih 
aminokislin. Glikacija mora biti del študije prisline razgradnje, če ima molekula 
izpostavljene tiste proste stranske skupine lizina, ki lahko vplivajo na učinkovitost 
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učinkovine. Glikacija lahko vodi do agregacije ali povzroči znižanje pI molekule. Glikacija 
v končnem izdelku lahko povzroči obarvanje izdelka. Do glikacije lahko pride tudi pri 
uporabi zdravila, ko učinkovina pride v telo in je del naravnega pojava, in sicer v krvi, kjer 
so proteini v stiku z različnimi reducirajočimi sladkorji (Nowak in sod., 2017). 
 
2.1.3.1.8 Kovinski ioni 
 
Kovinski ioni se v celično kulturo dodajajo za vzdrževanje viabilnosti celic in za poviševanje 
koncentracije mAb. Z vezavo na monoklonsko protitelo (proteinsko molekulo) lahko 
sprožijo hidrolizo ali oksidacijo, kar lahko vodi do cepitve molekule in s tem do izgube 
učinkovitosti (Glover in sod., 2015).  
 
2.1.3.2 Pogoji študije prisilne razgradnje 
 
Pogosto uporabljeni pogoji, ki jih uporabljamo za študije prisilne razgradnje, so visoka 
temperatura, zamrzovanje-odmrzovanje, različne oblike stresanja, visok oziroma  nizek pH, 
svetloba, oksidacija in glikacija. Ti pogoji so ostrejši (ekstremnejši) v primerjavi z realnimi 
in pospešenimi pogoji shranjevanja, vendar v kratkem času ustvarijo razgradne produkte. 
Izbira stresnih pogojev je odvisna od tipa končnega izdelka in od pogojev  med proizvodnjo, 
pakiranjem, pošiljanjem, shranjevanjem ter uporabo (Ngwa in sod., 2010, Hawe in sod., 
2012; Nowak in sod., 2017).  
 
V Preglednici 1 so zbrane vrste stresa, pogoji, opaženi razgradni produkti in uporabljane 
analitske metode za študijo prisilne razgradnje. 
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Preglednica 1: Pogoji študije prisilne razgradnje s pričakovanimi strukturnimi spremembami in metodami za 
zaznavanje le-teh (prirejeno po Nowak in sod., 2017) 
Vrsta stesa Pogoj shranjevanja Strukturna sprememba Metoda 
Visoka 
temperatura 
Temperatura: 40, 50 °C 
Časovne točke (dan):  
0, 1, 2, 3, 4 
Agregati (precipitati, delci, 
topni agregati; kovalentni in 
nekovalentni), fragmenti, 
oskidacija, deamidacija 
SEC – agregati 
CEX ali IEF – naboj 
 
Zamrzovanje-
Odmrzovanje 
Zamrzovanje – ~ – 80 °C 
Odmrzovanje – 
preddefinirana temperatura 
Ponovitve: 3–8 ciklov 
Agregati (precipitati, delci, 
topni agregati) 
SEC – agregati 
 
Strižne sile Stresanje: 200 obr/min 
Mešanje: 100 obr/min 
Temperatura: sobna  
Časovne točke (dan):  
0, 3, 5 
Agregati (precipitati, delci, 
topni agregati; kovalentni in 
nekovalentni) 
SEC – agregati 
 
Nizek pH pH 3, 4, 5 
Temperatura: 25, 30, 37 °C 
Časovne točke (dan): 
0, 1, 2, 3, 4 
Agregati (precipitati, delci, 
topni agregati), 
izomerizacija aspartatne 
kisline 
SEC – agregati 
 
Visok pH pH 9, 10 
Temperatura: 25, 30, 37 °C 
Časovne točke (dan): 
0, 1, 2, 3, 4 
Agregati (precipitati, delci, 
topni agregati; kovalentni in 
nekovalentni), deamidacija 
SEC – agregati 
CEX ali IEF – naboj 
LC-MS peptidno 
kartiranje – specifična 
deamidacija 
Svetloba izpostavljenost UV 
svetlobi vsaj 1,2 milijona 
lx ur in vsaj 200 W ur/m2 
Agregati (precipitati, delci, 
topni agregati; kovalentni in 
nekovalentni), oksidacija 
metionina in triptofana 
SEC ali SEC-MALs – 
agregati 
CEX ali IEF – naboj 
Oksidacija H2O2 z deležem 0,02; 0,05; 
0,1; 0,2,;0,5 in 1 % na 
preddefinirani temperaturi 
Časovne točke (ura): 1, 2, 
3, 4  
Oksidacija metioninskih in 
triptofanskih ostankov 
SEC – agregati 
RP-HPLC ali HIC-
HPLC – hidrofobnost 
LC-MS (nereducirajoči,  
reducirajoči pogoji) – 
molekulska masa 
Glikacija Dodatek glukoze v 
različnih molarnih 
razmerjih glukoza : 
protitelo in inkubacija pri 
37 °C 
Modifikacija lizinskih 
ostankov 
Boronatna afinitetna 
kromatografija – nivo 
glikacije 
CEX ali IEF – naboj 
LC-MS (nereducirajoči,  
reducirajoči pogoji) – 
molekulska masa 
 
2.1.3.3 Regulatorne smernice za študijo prisilne razgradnje 
 
Prisilna razgradnja ima širok spekter uporabe, zato se smernice nahajajo v različnih 
regulatornih dokumentih. 
 
Vodilni dokumenti so smernice ICH (ang. International Conference on Harmonisation). 
Namen ICH je doseči harmonizacijo med vsemi državami sveta in s tem zagotoviti, da se 
učinkovita in kakovostna zdravila razvijejo in registrirajo na čimbolj učinkovit način. 
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Harmonizacija pomeni pripravo ICH-smernic, le te pa s pomočjo strokovnjakov iz industrije 
in regulatornih organov (Nowak in sod., 2017).  
 
Q5C (1995) je splošno vodilo za izvedbo testiranja stabilnosti za biotehnološke/biološke 
izdelke. Za vsak izdelek mora biti vzpostavljen stabilnostni program z upoštevanjem 
zunanjih dejavnikov, ki lahko vplivajo na učinkovitost, čistost in kakovost končnega izdelka. 
Študije prisilne razgradnje lahko pomagajo oceniti naključno ali predvideno izpostavljenost 
drugačnim pogojem, kot so predlagani pogoji shranjevanja izdelka (npr. med prevozom ali 
skladiščenjem) in hkrati omogočajo vrednotenje ustreznosti analitskih metod za testiranje 
stabilnosti, ki so sposobne zaznavanja in kvantificiranja različnih razgradnih produktov. V 
Q1B so opisane podrobnosti izvedbe fotostabilnostne študije. Celotna študija fotostabilnosti 
vključuje prisilno razgradnjo in potrditveno študijo. ICH vključuje tudi okvirne smernice o 
moči in času izpostavljenosti svetlobi (Q1B, 1996). Razgradnja zdravilne učinkovine in 
zdravila, ki se lahko pojavi med shranjevanjem, mora biti upoštevana pri določanju 
specifikacij. Zaradi kompleksnosti izdelkov ena stabilnostna metoda ne zadošča za opis 
stabilnostnih karakteristik izdelka (Q6B, 1999). V stabilnostnem razdelku M4Q (R1) (2002) 
navajajo, da morajo biti v povzetku stabilnosti vključene vse študije, uporabljeni protokoli 
in rezultati študij. V Q1A (R2) (2003) pa so predpisani glavni stresni pogoji (temperatura, 
oksidacija, fotoliza, območje pH). Rezultati morajo biti na razpolago regultornim organom. 
Pri izdelkih, namenjenih tržiščem v ZDA, moramo pri izvedbi študije upoštevati vodila FDA 
za izvedbo stabilnostnih študij. Študijo prisilne razgradnje lahko izvedemo kadarkoli med 
razvojem učinkovine oziroma izdelka, vendar pa najkasneje v fazi 3 kliničnih testiranj, da 
ovrednotimo stabilnost zdravilne učinkovine, možne poti razgradnje in zmožnost 
predlaganih analitskih metod/postopkov zaznati spremembe. Vzorci, pridobljeni s študijo 
prisilne razgradnje, morajo biti uporabljeni za dokazovanje zmožnosti in primernosti 
analitskih metod za zaznavanje razgradnih produktov. Enkratno stresno testiranje je dovolj, 
da ocenimo verjetne spremembe fizikalnih in/ali kemijskih lastnosti zdravila (Nowak, A., in 
sod., 2017). Študijo prisilne razgradnje lahko uporabimo tudi za podporo primerljivosti, za 
spremljanje razlik v poteh razgradnje produkta in nečistot. Med študijo stabilnosti lahko 
zaznamo razlike, ki jih sicer ni mogoče zaznati s karakterizacijskimi študijami (Q5E, 2004). 
V smernicah je poudarjena občutljivost biotehnoloških/bioloških izdelkov za dejavnike 
okolja, kot so temperatura, oksidacija, svetloba, prisotnost ionov in strižne sile. Izdelek mora 
biti shranjen pri ustreznih pogojih hranjenja, da preprečimo razgradnjo in vzdržujemo 
biološko aktivnost izdelka. Študija prisilne razgradnje mora biti sestavni del razvoja metod. 
Material prisilne razgradnje se mora uporabiti za vzpostavitev  analitskih metod, primernih 
za testiranje stabilnosti (ang. stability indicating). 
 
2.1.4 Analitske tehnike 
 
2.1.4.1 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti   
 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High-performance liquid 
chromatography, HPLC) je danes uveljavljena tehnika za analizo in čiščenje širokega 
spektra snovi. Uporablja se v kemijski tehnologiji, molekularni biologiji, veterini, kmetijski 
in živilski industriji, okoljevarstvu. Trenutno je glavna tehnika za karakterizacijo in kontrolo 
kakovosti peptidov in proteinov ter ima tako ključno vlogo v biološki in biomedicinski 
znanosti (Aguilar, 2004). 
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Tipični HPLC-instrument (slika 5) sestavljajo črpalka, ena ali več detektorskih enot, 
injektorska enota, računalniški sistem s programsko opremo za krmiljenje instrumenta in za 
obdelavo podatkov, kromatografske kolona, pladenj za raztopine (eno ali več mobilnih faz) 
in vsebnik za zbiranje odpadnih tekočin (Aguilar, 2004). 
 
 
Slika 5: Sestavni deli HPLC (1: mobilni fazi, 2: razplinjevalnik, 3: usmerjevalni ventil, 4: mešalna posoda za 
mobilne faze, 5: črpalka, 6: večpotni ventil z injektorjem, 7: zanka, 8: predkolona, 9: kromatografska kolona, 
10: detektor, 11: računalniški sistem za krmiljenje instrumenta in zbiranje podatkov, 12: odpadna tekočina 
(Griesmer, 2014) 
 
Kromatografska kolona je bistveni del kromatografskega sistema, saj v njej poteka ločevanje 
(separacija). Vsebuje polnilni material in predstavlja t. i. stacionarno fazo, skozi katero 
črpalka potiska mobilno fazo z injiciranim vzorcem proti detektorju, ki zazna signal in ga 
pošlje računalniškemu programu, ta pa ga pretvori v kromatogram oziroma v določen vrh v 
kromatogramu. Zadrževalni čas čas analita (v koloni) je odvisen od interakcij z njim in 
stacionarno oziroma mobilno fazo. Močnejša, ko je vezava med analitom in stacionarno fazo 
v koloni, daljši je zastajalni (retencijski) čas in več časa je potrebnega za elucijo teh 
komponent iz kolone. Glede na polarnost ločimo kromatografijo z normalno fazo in 
kromatografijo z referzno fazo (What is HPLC …, 2019). 
 
2.1.4.1.1  Afinitetna kromatografija  
 
Afinitetna kromatografija (ang. Affinity liquid chromatography, ALC) je tekočinska 
kromatografija, pri kateri ločevanje poteka na podlagi afinitete med komponentami analita 
in stacionarno fazo. V našem primeru poteka ločevanje na podlagi biološke interakcije med 
vzorcem in vezavno skupino stacionarne faze. Po nanosu vzorca na afinitetno kolono z 
ustrezno vrednostjo pH, ionsko jakostjo in sestavo raztopine vzorec potuje skozi kolono s 
pomočjo mobilne faze (nanašalni pufer). V koloni je na stacionarno fazo vezan ligand. 
Spojine v vzorcu, ki so komplementarne ligandu, se vežejo, ostale, nevezane komponente se 
eluirajo iz kolone v nanašalnem pufru (slika 6). Po eluciji nevezanih komponent z mobilno 
fazo z nizkim pH se prekinejo vezi med ligandom in vezanimi komponentami analita, tako 
da se eluirajo iz kolone (Hage, 2012). 
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Slika 6: Značilna shema ločevanja pri afinitetni kromatografiji (a) in reprezentativen modelni kromatogram 
(b). Krogci predstavljajo testni analit, kvadratki pa nevezane komponente v vzorcu (prirejeno po Hage, 2012). 
 
2.1.4.1.2 Kromatografija z obrnjeno (reverzno) fazo  
 
Ločevanje pri kromatografiji z obrnjeno fazo (ang. Reversed-phase chromatography, RPC) 
temelji na razlikah v hidrofobnosti. Kolona vsebuje nepolarno stacionarno fazo (slika 7). 
Raztopino vzorca nanesemo na kolono v prisotnosti vodne ali hidrofilne mobilne faze. Moč 
vezave molekul analita je odvisna od hidrofobnosti stacionarne faze, kjer poteče vezava z 
ligandi, vezanimi na stacionarno fazo. To so na silikatni nosilec vezane n-alkilne skupine. 
Najpogosteje se za analitiko peptidov in proteinov uporablja nosilec C18 (ligand je 
oktadecilna skupina) (Aguilar, 2004).  
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Slika 7: Poenostavljen princip reverznofazne kromatografije (prirejeno po Grell in Butarbutar, 2017 ) 
 
RPC je vsestranska tehnika za izolacijo peptidov in proteinov  in jo uporabljamo tako za 
analitske kot za preperativne namene. Najbolj uporabljeno organsko topilo je acetonitril. 
Acetonitril zagotavlja najmanjšo viskoznost mešanice mobilne faze, 2-propanol je 
najmočnejši eluent. Detekcija molekul poteka v UV pri valovnih dolžinah med 210 in 220 
nm (specifične za peptidno vez). Pri valovni dolžini 280 nm pa detektiramo aromatski 
aminokislini triptofan in tirozin (Aguilar, 2004). 
 
2.1.4.1.3  Gelska izključitvena kromatografija  
 
Gelska izključitvena kromatografija (ang. Size exclusion chromatography, SEC) je pogosto 
uporabljena tehnika za karakterizacijo terapevtskih proteinov ter za kvalitativno in 
kvantitativno določanje agregatov. Ločevanje poteka na osnovi velikosti molekule (slika 8). 
Stacionarna faza (polnilo kolone) so poroznimi delci. Med  potovanjem vzorca skozi kolono 
se molekule, ki so manjše od por, ujamejo v porozne delece, večje molekule pa potujejo med 
delci in se izločijo prve. Ločitev po velikosti tako dejansko poteka zaradi razlike v hitrosti 
potovanja skozi kolono (Bouvier in sod., 2014). 
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Slika 8: Princip gelske izključitvene kromatografije. Zeleni krogci predstavljajo večje molekule, modri pa 
manjše molekule, ki se med ločevanjem ujamejo v pore (prirejeno po Fayed, 2014) 
 
2.1.4.2 Kapilarna gelska elektroforeza  
 
Kapilarna gelska elektroforeza (ang. Capillary gel electrophoresis, CGE) za ločevanje 
komponent analita uporablja električno polje. Ločevanje poteka v stekleni kapilari ob visoki 
napetosti. Zaradi razlike v napetosti med anodo in katodo začnejo delci potovati. Enostavna 
shema sistema za kapilarno elektroforezo je prikazana Slika 9. Obstaja več tipov kapilarnih 
elektroforez. Ena izmed njih je kapilarna gelska elektroforeza (CGE). Ločevanje temelji na 
uporu, ki nastane zaradi viskoznosti gela, s katerim je napolnjena kapilara. Večje molekule 
po gelu počasneje potujejo kot manjše. Za ločevanje molekul po velikosti je nujno potreben 
dodatek detergenta – natrijevega dodecil sulfata (SDS), ki protein denaturira in da 
molekulam analita negativen naboj (Whatley, 2001). Glede na pripravo vzorca ločimo med 
kapilarno gelsko elektroforezo pod nereducirajočimi in pod reducirajočimi pogoji. Pri 
nereducirajoči CGE uporabljamo alkilant, ki preprečuje naključno nastajanje disulfidnih 
mostičkov in ohranja protein intakten. Pri reducirajoči pa protein zaradi dodatka reducenta 
razpade na fragmente (Slika 10). Da preprečimo ponovno nastajanje disulfidnih mostičkov, 
tudi tu dodajamo alkilant (Felten in Solano, 2010). 
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Slika 9: Shematski prikaz sistema za kapilarno elektroforezo 
 
 
Slika 10: Elektroferogram po pripravi IgG-standarda z oziroma brez redukcije. Identifikacija vrhov: 1-interni 
standard, 2-lahka veriga (LC), 3-neglikozilirana (NG) težka veriga (H), 4-težka veriga (H), 6-težka veriga (2H), 
7-2 težki in 1 lahka veriga (2H1L), 8-NG HC, 9-IgG monomer (prirejeno po Felten in Solano, 2010) 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Kemikalije  
 
Uporabljene kemikalije so navedene v preglednici 2. Za pripravo raztopin smo uporabili 
dodatno prečiščeno vodo. 
 
Preglednica 2: Uporabljene kemikalije 
Kemikalija Proizvajalec 
Ocetna kislina Merck 
2-merkaptoetanol Sigma 
2-propanol Merck 
Vodikov peroksid (30 %) Merck 
Acetonitril J. T. Baker 
Aprotinin USB corp. 
Bakrov sulfat pentahidrat Sigma 
BSA Sigma 
Deglikozilacijski encim (PNGaza) Bio Labs 
D-glukoza Sigma 
Dikalijev hidrogenfosfat Merck 
Dinatrijev hidrogenfosfat Merck 
DTT Merck 
Etanol Merck 
Fosforjeva (V) kislina, 85 % Merck 
1 M HCl Merck 
Komplet za kapilarno gelsko elektroforezo  
(pufer za redčenje vzorcev, polimerni gel, 0.1 N 
NaOH in 0.1 N HCl) 
ProteomeLab 
Jodoacetamid Sigma 
Kalijev dihidrogenfosfat Merck 
Kalijev hidroksid (raztopina), 1N Merck 
Klorovodikova kislina, 32% Merck 
L-arginin Sigma 
Natrijev acetat Merck 
Natrijev dihidrogenfosfat monohidrat Merck 
Natrijev hidroksid Merck 
Natrijev klorid Merck 
Saharoza Merck 
Triflouroocetna kislina Merck 
TRIS (2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol) Sigma 
Železov triklorid heksahidrat Merck 
 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
 
Uporabljena oprema je navedena v preglednici 3. 
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Preglednica 3: Uporabljena laboratorijska oprema 
Oprema Proizvajalec 
Filter (pore – 0,22 µm) Millipore 
Hladna soba (2–8 °C) / 
HPLC-sistem Agilent Techologies 
Kapilara Polymicro technologies 
Kolona za ALC Applied Biosystems 
Kolona za RPC Agilent Techologies 
Kolona za SEC Waters 
Magnetno mešalo Rotamix 
Mikrocentrifuga Eppendorf 
Namizni stresalnik Velp Scientifica 
pH-meter Metrohm 
Pipete Biohit 
Sistem za kapilarno elektroforezo Beckman Coulter 
Tehtnica Mettler Toledo 
Termomikser Eppendorf 
UPLC-sistem Waters 
Zamrzovalnik (< -60 °C) Panasonic 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Priprava prisilno razgrajenih (stresnih) vzorcev 
 
Kot izvorni material za študijo prisilne razgradnje smo uporabili terapevtsko monoklonsko 
protitelo v formulacijskem pufru.  
Za redčenje vzorcev smo pripravili in uporabili natrijev acetatni pufer.  
Vzorce smo izpostavili različnim stresnim pogojem (Preglednica 4): spremembi 
temperature, spremembi pH-območja, zamrzovanju/odmrzovanju, strižnim silam (stresanje, 
mešanje, vorteksiranje), redukciji, prisotnosti kovinskih ionov, glikaciji, oksidaciji, svetlobi, 
delni deglikozilaciji in delni desialilaciji.  
 
3.2.1.1 Sprememba temperature 
 
Iz izvornega vzorca smo naredili dva alikvota za inkubiranje pri 4 °C (2 dni, 1 teden), ter 2 
alikvota za inkubiranje pri 40 °C (1, 4 tedne). 
 
3.2.1.2 Sprememba pH-območja 
 
Za pufer pH 3 in 5 smo 7 g NaH2PO4 x H2O raztopili v ~ 450 ml prečiščene vode ter s 
fosforjevo (V) kislino/NaOH umerili pH na 3 in na pH 5, dopolnili do 500 ml in filtrirali.   
Za pufer z visoko pH vrednostjo smo pripravili 200 mM raztopino trisa. 2,4 g trisa smo 
raztopili v ~ 90 ml prečiščene vode, z 1M HCl umerili pH 9, dopolnili do 100 ml in filtrirali.  
Glede na končno koncentracijo vzorca (v volumskem razmerju 1:1) smo dodali pufer s 
spremenjeno pH-vrednostjo in inkubirali pri različnih temperaturah različno dolgo ( pH 3: 
48 ur pri 40 °C; pH 5: 48 ur pri 40 °C; pH 9: 48 ur pri 40 °C in  4 tedne pri 4 °C). 
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3.2.1.3 Zamrzovanje in odmrzovanje 
 
Dva alikvota vzorca smo dali v zmrzovalno skrinjo na < -60 °C. Cikel zamrzovanja in 
odmrzovanja je obsegal 22-urno zamrzovanje in 2-urno odmrzovanje. Z drugim alikvotom 
smo to ponovili petkrat.  
 
3.2.1.4 Strižne sile (stresanje, mešanje, vorteksiranje) 
 
Za te testne pogoje smo pripravili tri alikvote. Prvega smo pri sobni temperaturi stresali 18 
ur pri 180 obr/min, drugega smo z magnetnim mešalom mešali pri 500 obr/min, 18 ur, 
tretjega pa vorteksirali pri maksimalni hitrosti 3 min. 
 
3.2.1.5 Redukcija 
 
Pripravili smo vzorca s 15 in 100 mM  DTT ter ju inkubirali 2 uri pri 37 °C. 
 
3.2.1.6 Prisotnost kovinskih ionov 
 
Za testiranje vpliva kovinskih ionov smo uporabili bakrove ter železove ione. Vzorce z 
dodanim bakrovim sulfatom pentahidratom (končna koncentracija 5 oziroma 0,05 mM) in 
železovim trikloridom heksahidratom (končna koncentracija 0,5 mM) smo inkubirali 1 teden 
pri 40 °C. 
 
3.2.1.7 Glikacija 
 
Pripravili smo vzorec z glukozo (končna koncentracija 200 mM) in inkubirali 1 teden pri 40 
°C. 
 
3.2.1.8 Oksidacija 
 
Pripravili smo vzorca z vodikovim peroksidom (delež vodikovega peroksida v končni 
raztopini: 0,05 % in 0,5 %) in inkubirali 18 ur pri sobni temperaturi. 
 
3.2.1.9 Svetloba 
Vzorca smo izpostavili umetni svetlobi: prvega 8, drugega pa 11 ur (pri sobni temperaturi). 
 
3.2.1.10 Delna deglikozilacija 
 
V skladu s prozvajalčevim protokolom smo pripravili vzorce s končno koncentracijo 
PNGaze 0,1 U1, 0,5 U in 1 U. Vzorce z encimom smo inkubirali 30 min in 2 uri pri 37 °C. 
                                                 
1 U – 1 enota PNGaze F katalizira deglikozilacijo 1 nmol denaturirane RNAze B. 
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Preglednica 4: Uporabljeni pogoji za pripravo vzorcev študije prisilne razgradnje 
Parameter Trajanje izpostavitve Pogoj 
Temperatura 2 dni, 1 teden 4 °C 
Temperatura 1 teden, 4 tedne 40 °C 
pH-območje 48 ur, 4 tedne pH 3, pH 5, pH 9,  40 °C in 4 °C 
Zamrzovanje/odmrzovanje 1 cikel, 5 ciklov < -60 °C 
Strižne sile (stresanje) 18 ur 180 obr/min, ST2 
Strižne sile (mešanje) 18 ur 500 obr/min, ST 
Strižne sile (vorteksiranje) 3 min maksimalna hitrost, ST 
Redukcija 2 uri DTT (15 in 100 mM), 37 °C 
Glikacija 1 teden glukoza (200 mM), 40 °C 
Oksidacija 3 ure H2O2 (0,05, 0,5 %), ST 
Kovinski ioni 1 teden Cu2+ (0,5, 5 mM), Fe3+ (0,5 mM), 40 °C 
Svetloba 8 ur, 22 ur Umetna svetloba, ST 
Deglikozilacija 30 min, 2 uri 0,1;0,5; 1 U PNGaza F/mg protein, 37 °C 
 
3.2.2 Kromatografske in elektroforezne metode 
 
3.2.2.1 Afinitetna kromatografija 
 
Uporabili smo HPLC-instrument z gradientno črpalko, afinitetno kromatografsko kolono s 
proteinom A Poros PA ID Sensor Cartridge in 3 mobilne faze (mobilna faza A: 10 mM 
NaH2PO4, 150 mM NaCl, pH 7,5, mobilna faza B: 10 mM HCl, 150 mM NaCl, pH 2,0, 
mobilna faza C: 20 % ocetna kislina). Na kolono smo injicirali 50 µL vzorca, ki smo ga 
redčili s pufrom za redčenje vzorcev do koncentracije 0,5 mg/mL. Ločevanje je potekalo pri 
gradientnih pogojih pri pretoku 2 mL/min, 2 minuti pri temperaturi 25°C in UV-detekciji pri 
280 nm. Za krmiljenje HPLC-instrumenta in obdelavo podatkov smo uporabili računalniški 
program Empower3. 
 
3.2.2.2 Kromatografija z obrnjeno fazo 
 
Uporabili smo HPLC-instrument z gradientno črpalko, kolono Poroshell 300SB-C8 in 
mobilni fazi. Mobilna faza A: 0,1 % trifluoroocetne kisline, 19 % izopropanola, 5 % 
acetonitrila v dodatno prečiščeni vodi; mobilna faza B: 0,1 % trifluoroocetne kisline, 49 % 
izopropanola, 14 % acetonitrila v dodatno prečiščeni vodi. Na kolono smo injicirali 10 µL 
vzorca, ki smo ga redčili z dodatno prečiščeno vodo do  koncentracije 1,0 mg/mL. Ločevanje 
je potekalo pri gradientnih pogojih pri pretoku 1,2 mL/min, 15 minut pri temperaturi 80 °C 
                                                 
2 ST – sobna temperatura 
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in UV-detekciji pri 215 nm. Za krmiljenje in obdelavo podatkov smo uporabilili računalniški 
program Empower3. 
 
3.2.2.3 Gelska izključitvena kromatografija 
 
Uporabili smo UPLC-sistem, kolono Waters Acquity UPLC BEH200 SEC in mobilno fazo: 
150 mM raztopina kalijevega fosfata, pH 6,5. Na kolono smo injicirali 5 µL vzorca, ki smo 
ga redčili z mobilno fazo do koncentracije 0,75 mg/mL. Ločevanje je potekalo pri 
izokratskih pogojih pri pretoku 0,4 mL/min,  15 minut pri temperaturi 30 °C in UV-detekciji 
pri 210 nm. Za krmiljenje in obdelavo podatkov smo uporabilili računalniški program 
Empower3. 
 
3.2.2.4 Kapilarna gelska elektroforeza pod reducirajočimi in nereducirajočimi pogoji 
 
Uporabili smo CE-sistem, stekleno kapilaro z notranjim premerom 50 µm, ki je bila 
napolnjena s poliakrilamidnim gelom proizvajalca Beckman Coulter (slika 9). Vzorce smo 
redčili s pufrom 100 mM Tris/HCl, pH 9, 1 % SDS na koncentracijo 1 mg/mL, pri čemer 
smo za reducirajoče pogoje vzorcem dodali 5 µL 2-merkaptoetanola (2ME), za 
nereducirajoče pogoje pa 5 µL 250 mM jodacetamida (IAM). Mešanico vzorca, pufra in 
2ME/IAM smo prenesli v termoblok in inkubirali 10 minut pri 70 °C. Po inkubaciji smo 
vzorce ohladili na 2–8 °C. Pred vsakim injiciranjem vzorca je bila kapilara sprana z NaOH, 
HCl in vodo, nato napolnjena z gelom, šele nato je bil injiciran vzorec. Ločevanje je potekalo 
45 minut za nereducirajoče in 28 minut za reducirajoče pogoje; nastavljena napetost v 
kapilari je bila 15 kV, temperatura 20 °C; detekcija: UV (214 nm). Za krmiljenje in obdelavo 
podatkov smo uporabilili računalniški program Empower3. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
V okviru študije prisilne ragradnje smo pripravili prisilno razgrajene (stresne) vzorce. Z 
izbranimi analitskimi metodami smo jih analizirali in ovrednotili spremembe v poročanih 
rezultatih in profilih kromatogramov/elektroferogramov. 
 
4.1 AFINITETNA KROMATOGRAFIJA 
 
Nevezane komponente v vzorcu se izločijo  pri zadrževalnem času 0,10 min, analit (mAb) 
pa med 1,2 in 1,5 min (Slika 11). 
 
Vsebnost mAb smo izračunali na podlagi umeritvene krivulje standardov z znanimi 
koncentracijami in faktorja redčenja (enačba 1).  
 
 
 
Slika 11: Primer kromatogramov kalibranta za kalibracijsko krivuljo (različni nanosi standarda z znanimi 
koncentracijami - roza: 0,01 mg/mL; modra: 0,1 mg/mL; zelena: 0,4 mg/mL; rdeča: 0,8 mg/mL) 
 
 
𝑐 𝑚𝐴𝑏
𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒
=
𝐴𝑚𝐴𝑏𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 × 𝑓𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒
𝑎
 
... (1) 
 
 
a Naklon kalibracijske krivulje [mAU3 s mL mg-1] 
AmAbSample  Površina mAb vrha v raztopini vzorca [mAU s] 
fsample Faktor redčenja vzorca [/] 
cmAbSample Vsebnost mAb v vzorcu [mg/mL] 
 
                                                 
3 mAU – enota absorbance na detektorju (ang. milli-Absorbance Units) 
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Slika 12: Grafični prikaz rezultatov afinitetne kromatografije 
 
Na sliki 13 je prikazan prekriti kromatogram nativnega vzorca in kromatogram edinega 
stresnega vzorca, pri katerem smo zaznali večje spremembe v primerjavi z nativnim 
vzorcem.  
 
 
Slika 13: Prekrita kromatograma afinitetne kromatografije: rdeče: nativni vzorec, modro: stresni vzorec: 15 
mM DTT, 2 uri, 37 °C 
 
Bistvenih razlik v koncentraciji med različnimi stresnimi vzorci nismo opazili.  
Oksidacija stranske skupine metioninov proteina lahko zmanjša termično stabilnost, 
poslabša vezavo in razpolovnega zastajalnega časa protiteles (Mo in sod., 2016). Zaradi 
možne oksidacije stranskih skupin metioninov na Fc-regiji bi lahko bila zmanjšana (šibkejša) 
vezava na protein A (Joubert in sod., 2011), a rezultati ALC ne kažejo razlik med 
oksidiranim in nativnim vzorcem.  
 
Opazimo le majhne razlike v zadrževalnem času kromatografskega vrha proteina, ki pa so 
znotraj tolerančnih mej metode, zato opažene razlike niso signifikantne. Vzrok za manjša 
nihanja rezultatov vsebnosti je v pripravi ali matriksu vzorcev.  Zamik retencijskih časov ne 
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vpliva na določitev vsebnosti mAb. Monoklonsko protitelo se na stacionarno fazo veže z 
regijo Fc, zato glede na rezultate sklepamo, da nobeden od testiranih stresnih pogojev ne 
povzroči sprememb na tistem delu omenjene regije. 
 
4.2 KROMATOGRAFIJA Z OBRNJENO FAZO 
 
Zaradi razlik v hidrofobnosti se ločijo različne oblike mAb v več skupin, ki smo jih 
poimenovali. P1, P2, P3, P4 in P5.   
 
P1, P2, P3, P4 in P5 smo določili na podlagi retenzijskih časov, skladno s primerom 
kromatograma v analitskem postopku. Nato smo izračunali relativne površine skupin po 
spodnjem izračunu (enačba 2): 
 
 𝑎 [%] =
𝑎𝑠
𝑎𝑡
× 100% ... (2) 
 
a  Relativna površina  
as Površina izbranega vrha v kromatogramu 
at Vsota vseh površin pointegriranih vrhov v kromatogramu 
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Slika 14: Grafični prikaz rezultatov kromatografije z obrnjeno fazo 
 
V nadaljevanju so prikazani komatogram nativnega vzorca in kromatogrami stresnih 
vzorcev, pri katerih smo zaznali večje spremembe v primerjavi z nativnim vzorcem.  
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1 U PNGaze/mg proteina, 37 °C, 30min
1 U PNGaze/mg proteina, 37 °C, 2 uri
200 mM glukoza, 40 °C, 1 teden
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Nativni vzorec 
 
 
Slika 15: Kromatogram nativnega vzorca (RPC) 
 
Vpliv svetlobe 
 
 
Slika 16: Primerjava kromatogramov RPC: črno: nativni vzorec, modro: svetloba, 22 ur, sobna temperatura  
 
Vpliv deglikozilacije 
 
 
Slika 17: Primerjava kromatogramov RPC: črno: nativni vzorec, modro: 1 U PNGaze/mg proteina, 30 min, 37 
°C, zeleno: 1 U PNGaze/mg proteina, 2 uri, 37 °C 
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Vpliv redukcije 
 
 
Slika 18: Primerjava kromatogramov RPC: črno: nativni vzorec, modro: 15 mM DTT  
 
 
Slika 19: Primerjava kromatogramov RPC: črno: nativni vzorec, modro: 100 mM DTT 
 
Vpliv oksidacije 
 
 
Slika 20: Primerjava kromatogramov RPC: črno: nativni vzorec, modro: 0,05 % H2O2 
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Vpliv kovinskih ionov 
 
 
Slika 21: Primerjava kromatogramov RPC: črno: nativni vzorec, modro: 5 mM Cu2+ 
 
Pri stresnih vzorcih, ki so bili izpostavljeni povišani vrednosti pH, svetlobi, oksidaciji, 
redukciji, ionom Cu2+ ter pri vzorcih, inkubiranih z encimom PNGaza smo opazili 
spremembe v profilu kromatogramov in rezultaih relativnih površin skupin 
Rezultati za vzorec pH 9, 40 °C, 48 ur (priloga A) kažejo rahlo povišanje hidrofilnih oblik 
proteina in znižanje hidrofobnejših.  
 
Kromatogram vzorca, ki je bil 22 ur izpostavljen svetlobi (Slika 16), ima v primerjavi s 
kromatogramom nativnega vzorca slabšo resolucijo med vrhovi. Pri stresnem vzorcu, 
inkubiranem 2 uri z 1 U PNGaze/mg proteina, opazimo večje razlike, kot pri stresnem 
vzorcu, inkubiranem 30 minut. Na kromatogramih (Slika 17) pričakovano opazimo precej 
spremenjen profil. 
 
Kromatograma stresnih vzorcev po redukciji (Slika 18 in Slika 19) sta atipična. Redukcija 
ima močan vpliv na hidrofobnost proteina, zato se profil proteina na kromatogramih zelo 
spremeni. 
 
Oksidacija metioninov povzroči zmanjšanje hidrofobnosti proteina, kar pomeni, da se pri 
RPC skrajša zadrževalni čas na koloni (Luo in sod., 2011). To se je pokazalo tudi na naših 
kromatogramih: delež vrhov s krajšimi retencijskimi časi se je povečal na račun tistih z 
daljšimi. 
 
Pri stresnem vzorcu 5 mM Cu2+, 40°C, 1 teden smo na kromatogramu (Slika 21) zaznali 
spremembe v profilu, in sicer podobne kot pri dodatku reducenta, kar nakazuje, da dodani 
ioni Cu2+ v raztopini vzorca, delujejo kot reducent. 
 
4.3 GELSKA IZKLJUČITVENA KROMATOGRAFIJA (SEC) 
 
Variante monoklonskega protitelesa različnih velikosti (molekule z manjšo in večjo 
molekulsko maso) smo ločili z gelsko izključitveno kromatografijo. Določili smo delež 
agregacijskih in degradacijskih variant. 
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Glavni vrh smo označili z oznako »Main peak«, levo in desno od glavnega vrha so 
agregacijski oziroma degradacijski produkti. 
 
Na podlagi izračunane površine za glavni vrh smo izračunali odstotek čistosti po spodnji 
enačbi (3), 
 
 𝑃 [%] =
𝑎𝑚𝑝
𝑎𝑡
× 100 % ... (3) 
 
 
P  Čistost  
amp Površina glavnega vrha v kromatogramu 
at Vsota vseh površin pointegriranih vrhov v kromatogramu 
 
Za vsak vrh pri agregacijskih variantah in vsak vrh pri degradacijskih variantah smo 
izračunali relativno površino po spodnji enačbi (4), 
 
 𝑎 [%] =
𝑎𝑟𝑠
𝑎𝑡
× 100 % ... (4) 
 
a  Relativna površina  
as Površina izbranega vrha v kromatogramu 
at Vsota vseh površin pointegriranih vrhov v kromatogramu 
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Slika 22: Grafični prikaz rezultatov (vseh analiziranih vzorcev razen 5 mM Cu2+, 40 °C, 1 teden) za skupino 
agregacijskih vrhov 
 
V okviru študije prisilne razgradnje smo uporabili dva nativna vzorca, z različnim deležem 
agregacijskih variant. Razlike so zaradi variabilnosti priprave vzorcev. V nadaljevanju so 
prikazani kromatogrami obeh nativnih vzorcev in kromatogrami stresnih vzorcev, pri katerih 
smo zaznali večje spremembe v primerjavi z nativnima vzorcema. 
 
 
 
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
Nativni vzorec_1
Nativni vzorec_2
4°C, 2 dni
4 °C, 1 teden
40 °C, 1 teden
40 °C, 4 tedne
pH 3, 40 °C, 48 ur
pH 5, 40 °C, 48 ur
pH 9, 40 °C, 48 ur
pH 9, 4 °C, 4 tedne
1 cikel zamrzovanja/odmrzovanja
5 ciklov zamrzovanja/odmrzovanja
Umetna svetloba, ST, 22 ur
Umetna svetloba, ST, 8 ur
1 U PNGaze/mg proteina, 37°C, 30 min
1 U PNGaze/mg proteina, 37°C, 2 uri
200 mM glukoza, 40°C, 1 teden
Vorteksiranje, maksimalna hitrost, ST, 3 min
Stresanje 180 obr./min., ST, 18 ur
Mešanje 500 obr./min., ST, 18 ur
15 mM DTT, 37 °C, 2 uri
100 mM DTT, 37 °C, 2 uri
0,05 % H2O2, ST, 3 ure
0,5 % H2O2, ST, 3 ure
0,5 mM Cu2+, 40 °C, 1 teden
0,5 mM Fe3+, 40 °C, 1 teden
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Nativni vzorec 
 
 
Slika 23: Kromatogram SEC nativnih vzorcev (črno: nativni vzorec iz 1. dela študije, modro: nativni vzorec iz 
2. dela študije)  
 
Vpliv temperature 
 
 
Slika 24: Prekrita kromatograma SEC : črno: nativni vzorec, modro: 40 °C, 4 tedni 
 
Vpliv pH 
 
 
Slika 25: Prekrita kromatograma SEC : črno: nativni vzorec, modro: pH 9, 48 ur, 40 °C 
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Vpliv zamrzovanja in odmrzovanja 
 
 
Slika 26: Prekrita kromatograma SEC : črno: nativni vzorec, modro: 1 cikel zamrzovanja in odmrzovanja 
 
Vpliv svetlobe 
 
 
Slika 27: Prekrita kromatograma SEC : črno: nativni vzorec, modro: svetloba, 22 ur, ST 
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Vpliv deglikozilacije 
 
 
Slika 28: Prekriti kromatogrami SEC : črno: nativni vzorec, modro: 1 U PNGaze/mg proteina, 30 min, 37 °C, 
zeleno: 1 U PNGaze/mg proteina, 2 uri, 37 °C 
 
Vpliv redukcije 
 
 
Slika 29: Prekrita kromatograma SEC : črno: nativni vzorec, modro: 15 mM DTT 
 
 
Slika 30: Prekrita kromatograma SEC : črno: nativni vzorec, modro: 100 mM DTT 
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Vpliv kovinskih ionov 
 
 
Slika 31: Prekrita kromatograma SEC : črno: nativni vzorec, modro: 5 mM Cu2+ 
 
 
Slika 32: Prekrita kromatograma SEC : črno: nativni vzorec, modro: 0,5 mM Cu2+ 
 
Z metodo SEC smo zaznali spremembe skoraj pri vseh testiranih stresnih parametrih razen 
pri glikaciji, mehanskem stresu in oksidaciji. Je edina metoda, s katero smo uspeli zaznati 
signifikantne spremembe pri testiranju stabilnosti pri zamrzovanju in odmrzovanju. 
Pri vzorcu, ki je bil 4 tedne inkubiran pri 40 °C (Slika 24, priloga A), smo zaznali zmanjšanje 
površine glavnega vrha in povečanje površine agregacijskih ter razgradnih produktov. 
Rezultati za vzorec pH 9, 40 °C, 48h (priloga A)kažejo povečanjeagregacijskih variant (za 
0,8 %). Tudi pri vzorcu, inkubiranem 4 tedne pri pH 9, temperaturi 4 °C, opazimo nekoliko 
povišane agregacijske variante (za 0,3 %).  
 
Na kromatogramih vzorcev z enim oziroma petimi cikli zamrzovanja in odmrzovanja 
opazimo povečanje deleža agregatov (Slika 26). 
 
Količina agregacijskih variant (priloga A), izmerjenih z metodo SEC, je bila pri 22-urni 
izpostavljenosti za 1,7 % večja kot nativni vzorec, temu ustrezno se je čistost zmanjšala. 
 
Deglikozilacija lahko poslabša stabilnost molekule, ki vodi v povečanje dostopnosti 
glikozidaze do pregibne regije. Zaradi deglikozilacije pa se lahko poveča agregacija (Zheng 
in sod., 2011). Z metodo SEC nismo zaznali povišane agregacije, ravno nasprotno, pri 
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deglikoziliranih vzorcih so se agregacijske variante rahlo zmanjšale (priloga A). Opazimo 
pa lahko dodatne vrhove, ki s časom reakcije deglikozilacije rastejo (Slika 28). 
 
Pri glikiranem vzorcu smo mo zaznali manjše spremembe (priloga A) pri različnih produktih 
agregacije, vendar na celokupno vrednost skupine agregacijskih ali degradacijskih vrhov 
glikacija ni imela vpliva. 
 
Strižne sile (mehanski stres) lahko povzročijo razgradnjo ali agregacijo zaradi stika zrak-
tekočina, površine materiala, iz katerega je vsebnik vzorca, kavitacije ipd. Pri mešanju 
proteina v tekočini je zaradi povečane zračno-vodne interfaze povečana izpostavljenost 
proteina zraku, kar vodi do večje dovzetnosti za oksidacijo in razvitje proteina (Luo in sod., 
2011). Zato lahko  mešanje povroči nastanek netopnih, vidnih in delno vidnih delcev ter 
visoko motnost, medtem ko stresanje lahko sproži nastanek večje količine topnih agregatov 
(Kiese in sod., 2007). 
 
Vzorec, ki smo ga mešali z magnetnim mešalom 18 ur (500 obr/min), je postal moten. Pri 
vzorcu, ki smo ga stresali 18 ur  (180 obr/min), smo opazili penjenje (Slika 33). Drugih 
fizikalno-kemijskih sprememb nismo detektirali z nobeno od uporabljenih analitskih metod. 
 
 
Slika 33: Stresna vzorca - stresanje in mešanje 
 
Z metodo SEC smo pri stresnem vzorcu z dodanim DTT (Slika 29) in zaznali povečanje 
agregacijskih produktov, ki se še poveča s povišano koncentracijo dodanega reducenta (Slika 
30). 
 
Kromatogram vzorca z dodanimi Cu2+ ioni kaže močno povečanje agregacijskih variant 
(Slika 31). 
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4.4 KAPILARNA GELSKA ELEKTROFOREZA POD NEREDUCIRAJOČIMI 
POGOJI (CGE NR) 
 
S CGE pod nereducirajočimi pogoji smo zaznali fragmente, monomer (mAb) in molekule z 
višjo molekulsko maso. 
 
S kapilarno elektroforezo pod nereducirajočimi spremljamo čistost vzorca (enačba 5).  
 
 
Č𝑖𝑠𝑡𝑜𝑠𝑡 (%) =
𝑇𝐶𝐴𝑚𝐴𝑏
𝑇𝐶𝐴𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑣𝑟ℎ𝑜𝑣
× 100 % 
... (5) 
   
TCAmAb Časovno korigirana površina glavnega vrha 
TCAvseh vrhov Časovno korigirana površina vseh vrhov v elektroferogramu 
 
Tekom študije prisilne razgradnje smo metodo kapilarne elektroforeze še vzpostavljali in 
optimizirali, zato integracija in poimenovanje vrhov med vzorci ni konsistentna. 
Kvantitativnih podatkov o čistosti in TCA posameznih vrhov zaradi razlik v integraciji ne 
moramo primerjati, zato bomo za evaluacijo rezultatov uporabili le pridobljene 
elektroferograme. 
V nadaljevanju so prikazani kromatogram nativnega vzorca in kromatogrami stresnih 
vzorcev, pri katerih smo zaznali večje spremembe v primerjavi z nativnim vzorcem. 
 
Nativni vzorec 
 
 
Slika 34: Elektroferogram CGE NR nativnega vzorca 
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Slika 35: Povečan elektroferogram CGE NR nativnega vzorca 
 
Vpliv deglikozilacije 
 
 
Slika 36: Primerjava elektroferogramov CGE NR: črno: nativni vzorec, modro: 1 U PNGaze/mg proteina, 30 
min, 37 °C,zeleno: 1 U PNGaze/mg proteina, 2 uri, 37 °C 
 
Vpliv redukcije 
 
 
Slika 37: Primerjava elektroferogramov CGE NR: črno: nativni vzorec, modro: 100 mM DTT 
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Vpliv kovinskih ionov 
 
 
Slika 38: Primerjava elektroferogramov CGE NR: črno: nativni vzorec, modro: 5 mM Cu2+   
 
Z metodo CGE nr smo zaznali manjše spremembe pri stresnih vzorcih izpostavljenih visoki 
temperaturi (40 °C), nizki in visoki vrednosti pH, svetlobi, deglikozilaciji. Večje spremembe 
pa smo opazili pri vzorcih izpostavljenih redukciji in kovinskim (Cu2+) ionom. 
 
Pri elektroferogramih deglikoziliranih vzorcev (Slika 36) opazimo spremenjen profil 
glavnega vrha. 
 
Elektroferogram CGE nr reduciranega vzorca (Slika 37) je pričakovano enak kot 
elektroferogram nativnega vzorca CGE r (Slika 40), torej smo zaznali cepitev 
intramolekulskih disulfidnih vezi v molekuli. 
 
Elektroferogram vzorca z dodanimi Cu2+ ioni (Slika 38) kaže povečanje deleža agregatov. 
 
4.5 KAPILARNA GELSKA ELEKTROFOREZA POD REDUCIRAJOČIMI POGOJI 
(CGE R) 
 
S kapilarno gelsko elektroforezo pod reducirajočimi pogoji smo zaznali: težko verigo mAb 
(HC), lahko verigo (LC), neglikozilirano težko verigo (HC-NG) ter nečistoče iz vzorca in 
procesa.  
 
S kapilarno gelsko elektroforezo pod reducirajočimi pogoji spremljamo delež glikozilirane 
težke verige (enačba 6) in posamezne komponente monoklonskega protitelesa (enačba 7). 
 
 
𝐷𝑒𝑙𝑒ž 𝑔𝑙𝑖𝑘𝑜𝑧𝑖𝑙𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒 [%] = 100 − (
𝑇𝐶𝐴𝐻𝐶−𝑁𝐺
𝑇𝐶𝐴𝐻𝐶 + 𝑇𝐶𝐴𝐻𝐶−𝑁𝐺
× 100) 
... (6) 
 
TCAHC-NG Časovno korigirana površina vrha HC-NG 
TCAHC Časovno korigirana površina vrha HC 
 
 
% 𝑇𝐶𝐴𝑝𝑜𝑠𝑎𝑚𝑒𝑧𝑛𝑒 𝑘𝑜𝑚𝑝𝑜𝑛𝑒𝑛𝑡𝑒 =
𝑇𝐶𝐴𝑝𝑜𝑠𝑎𝑚𝑒𝑧𝑛𝑒 𝑘𝑜𝑚𝑝𝑜𝑛𝑒𝑛𝑡𝑒
𝑇𝐶𝐴𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑘𝑜𝑚𝑝𝑜𝑛𝑒𝑛𝑡
× 100 
... (7) 
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TCAposamezne komponente Časovno korigirana površina posameznega vrha 
TCAvseh komponent Časovno korigirana površina vseh vrhov v elektroferogramu 
 
 
Slika 39: Grafični prikaz rezultatov posameznih vrhov (LC, HC-NG, HC) kapilarne gelske  elektroforeze pod 
reducirajočimi pogoji 
 
V nadaljevanju so prikazani kromatogram nativnega vzorca in kromatogrami stresnih 
vzorcev, pri katerih smo zaznali večje spremembe v primerjavi z nativnim vzorcem. 
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Nativni vzorec_1
4 °C, 2 dni
4 °C, 1 teden
40 °C, 1 teden
40 °C, 4 tedne
pH 3, 40 °C, 48 ur
pH 5, 40 °C, 48 ur
1 cikel zamrzovanja/odmrzovanja
Umetna svetloba, ST, 22 ur
0,1 U PNGaze/mg proteina, 37 °C, 30 min
0,5 U PNGaze/mg proteina, 37 °C, 2 uri
200 mM glukoza, 40 °C, 1 teden
Vorteksiranje, maksimalna hitrost, ST, 3min
Stresanje, 180 obr./min., ST, 18 ur
Mešanje, 500 obr./min., ST, 18 ur
15 mM DTT, 37 °C, 2 uri
0.05 % H2O2, ST, 3 ure
Časovno korigirana površina (%)
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Nativni vzorec 
 
 
Slika 40: Elektroferogram CGE R nativnega vzorca 
 
 
Slika 41: Povečan elektroferogram CGE R nativnega vzorca 
 
Vpliv svetlobe 
 
 
Slika 42: Primerjava elektroferogramov CGE R: črno: nativni vzorec, modro: svetloba, 22 ur, ST  
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Vpliv deglikozilacije 
 
 
Slika 43: Primerjava elektroferogramov CGE R: črno: nativni vzorec, modro: 0,1 U PNGaze/mg proteina, 30 
min, 37 °C, magenta: 0,5 U PNGaze/mg proteina, 2 uri, 37 °C 
 
Vpliv glikacije 
 
 
Slika 44: Primerjava elektroferogramov CGE R: črno: nativni vzorec, modro: 200 mM glukoza 
 
Vpliv kovinskih ionov 
 
 
Slika 45: Primerjava elektroferogramov CGE R: črno: nativni vzorec, modro: 5 mM Cu2+ 
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Z metodo CGE r smo analizirali le del vzorcev študije prisilne razgradnje in zaznali 
spremembe pri vzorcih izpostavljenih svetlobi, deglikozilaciji, glikaciji in kovinskim (Cu2+) 
ionom. Prednost metode je spremljanje in zaznavanje sprememb na lahki in težki verigi. 
CGE r metoda je edina metoda, ki je bila sposobna zaznati povišano prisotnost glukoze, ki 
se je vezala na lahko verigo, ter deglikozilacijo težke verige. 
 
Na elektroferogramu vzorca, ki je bil 22 ur izpostavljen svetlobi opazimo povečanje vrhov, 
ki imajo večjo molekulsko maso od težke verige.  
 
Pri deglikozilaciji z molekule odcepimo glikane, zato smo pri stresnih vzorcih določili veliko 
večji delež neglikozilirane oblike (težke verige) (Slika 43). 
 
Pri rekombinantnem humaniziranem monoklonskem protitelesu so detektirali netipično 
visok nivo glikacije stranske skupine lizina na lahkih verigah. Glikacija lahko povzroči tudi 
razgradnjo, ki vodi v agregacijo (Zhang in sod., 2008; Wei in sod., 2017). 
 
S CGE pod reducirajočimi pogoji smo pri glikiranem vzorcu zaznali povečano ramo (za ~ 
5%) na lahki verigi (Slika 44). 
Pri elektroferogramu stresnega vzorca 5 mM Cu2+ (Slika 45) v primerjavi z nativnim 
vzorcem opazimo razširjen vrh težke verige.  
 
Postavljeni hipotezi magistrske naloge smo potrdili. Večino vzrocev biološke učinkovine 
smo uspešno prisilno razgradili in z vsemi metodami, razen z afinitetno kromatografijo, 
zaznali spremembe proteina preko spremenjenega profila kromatograma/elektroferograma 
in/ali spremembe v izračunanih deležih oblik proteina. Pri stresnih pogojih vorteksiranja, 
stresanja in mešanja z nobeno od metod nismo zaznali sprememb, kar je lahko posledica 
neobčutljivosti biološke učinkovine na te stresne pogoje oziroma so spremembe tako 
minimalne, da jih z izbranimi analitskimi metodami nismo uspeli zaznati.  
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4.6 PREGLED ZAZNANIH SPREMEMB 
 
V preglednici 5 so zbrani vsi prisilno razgrajeni (stresni) vzorci s pripadajočimi rezultati 
uporabljenih analitskih metod.  
 
Preglednica 5: Shematski pregled zaznanih sprememb z uporabljenimi analitskimi metodami 
Pogoj ALC RPC SEC CE-SDS nr CE-SDS r 
4 °C, 2 dni      
4 °C, 1 teden      
40 °C, 1 teden      
40 °C, 4 tedne      
pH 3, 40 °C, 48 ur      
pH 5, 40 °C, 48 ur      
pH 9, 40 °C, 48 ur      
pH 9, 4 °C, 4 tedne      
1 cikel zamrzovanja/odmrzovanja      
5 ciklov zamrzovanja/odmrzovanja      
Umetna svetloba, 22 ur, ST      
Umetna svetloba, 8 ur, ST      
0,1 U PNGaze/mg proteina, 37 °C, 30 min      
0,5 U PNGaze/mg proteina, 37 °C, 2 uri      
1 U PNGaze/mg proteina, 37 °C, 30 min      
1 U PNGaze/mg proteina, 37 °C, 2 uri      
200 mM glukoza, 40 °C, 1 teden      
Vorteksiranje 3 min, maksimalna hitrost      
Stresanje 180 obr/min, 18 ur, ST      
Mešanje 500 obr/min, 18 ur, ST      
15 mM DTT, 37 °C, 2 uri      
100 mM DTT, 37 °C, 2 uri      
0,05 % H2O2, 3 ure, ST      
0,5 % H2O2, 3 ure, ST      
5 mM Cu2+, 40 °C, 1 teden      
0,5 mM Cu2+, 40 °C, 1 teden      
0,5 mM Fe3+, 40 °C, 1 teden      
Zelena – ni razlik v primerjavi z nativnim vzorcem 
Siva – vzorec ni bil analiziran 
Rumena – manjše razlike v primerjavi z nativnim vzorcem 
Rdeča – večje razlike v primerjavi z nativnim vzorcem 
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5 SKLEPI 
 
-  Z afinitetno kromatografijo nismo zaznali sprememb med nativnim in stresnimi 
vzorci, zato sklepamo, da metoda ni sposobna zaznavanja sprememb na biološki 
učinkovini.  
 
- S kromatografijo z obrnjeno fazo smo za izbrane stresne (prisilne) pogoje zaznali 
spremembe med nativnimi in stresnimi vzorci, zato sklepamo, da je metoda sposobna 
zaznavanja sprememb na biološki učinkovini. 
 
- Z gelsko izključitveno kromatografijo smo za večino stresnih pogojev zaznali 
spremembe med nativnimi in stresnimi vzorci, zato sklepamo, da je metoda sposobna 
zaznavanja sprememb na biološki učinkovini. Glede na raznolikost testnih 
parametrov, pri katerih metoda zazna spremembe, je metoda upravičeno ena ključnih 
metod za spremljanje (redne) stabilnosti učinkovine in izdelka. 
 
- S kapilarno gelsko elektroforezo pod nereducirajočimi pogoji smo za izbrane stresne 
pogoje zaznali spremembe med nativnimi in stresnimi vzorci, zato sklepamo, da je 
metoda sposobna zaznavanja večjih sprememb na biološki učinkovini. 
 
- S kapilarno gelsko elektroforezo pod reducirajočimi pogoji smo za izbrane stresne 
pogoje zaznali spremembe med nativnimi in stresnimi vzorci, zato sklepamo, da je 
metoda sposobna zaznavanja specifičnih sprememb na biološki učinkovini. 
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6  POVZETEK   
 
Z izpostavitijo biološke učinkovine različnim stresnim pogojem (temperatura, pH, svetloba, 
zamrzovanje, odmrzovanje, oksidacija, redukcija, glikacija, (delna) deglikozilacija, strižne 
sile, dodajanje koviskih ionov) in z analiziranjem tako pridobljenih vzorcev smo želeli 
pridobiti informacije o  zmožnostih in omejitvah izbranih analitskih metod, ki so pomembne 
za razvoj in za načrtovanje rednega spremljanja stabilnosti učinkovine in izdelka. 
 
Glede na pridobljene rezultate sklepamo, da afinitetna kromatografija ni primerna metoda 
za spremljanje zaznavanja sprememb biološke učinkovine. Izbrani stresni pogoji imajo vpliv 
na hidrofobnost molekule, kar smo zaznali pri kromatografiji z obrnjeno fazo. Agregati so 
eni izmed glavnih kritičnih parametrov, saj neposredno vplivajo na varno uporabo zdravila, 
zato je spremljanje le-teh nujno potrebno. Metodi, s katerima zaznavamo agregate, sta gelska 
izključitvena kromatografija in kapilarna gelska elektroforeza pod nereducirajočimi pogoji. 
To so pokazali tudi rezultati študije prisilne razgradnje. Glede na rezultate je za spremljanje 
agregatov bolj občutljiva gelska izključitvena kromatografija, za spremljanje razgradnih 
produktov pa kapilarna gelska elektroforeza pod nereducirajočimi pogoji.  
 
Pri izvedbi magistrskega dela smo pripravili 24 reprezentativnih stresnih vzorcev in za 
izbrane analitske metode preverili, ali in v kolikšni meri opazimo pri razlike v rezultatih za 
nativni in za stresne vzorce. To pomeni, da smo testirali pogoje, pri katerih se vzorec 
kvalitativno (in tudi kvantitativno) spremeni, hkrati pa smo testirali zmožnost zaznavanja 
sprememb pri izbranih analitskih tehnikah. Pri  štirih metodah (kromatografija z obrnjeno 
fazo, gelska izključitvena kromatografija, kapilarna gelska elektroforeza pod nereducirajoči 
pogoji, kapilarna gelska elektroforeza pod reducirajočimi pogoji) smo vsaj pri enem od 
stresnih vzorcev zaznali spremembo (signifikantno razliko). Pri nekaterih stresnih vzorcih 
(npr. strižne sile) z nobeno od izbranih metod nismo uspeli zaznati sprememb. Možni razlog 
je stabilnost molekul biološke učinkovine. Drugi možni razlog je izbira analitskih tehnik, ki 
so premalo občutljive za zaznavanje sprememb, a če primerjamo rezultate vseh meritev s 
posamezno metodo med seboj, je ta možnost malo verjetna.  
 
Študijo bi lahko razširili z uporabo dodatnih analitskih tehnik in s tem pridobili več podatkov 
o fizikalno-kemijskih lastnosti preiskovanega analita in o mehanizmih razgradnje. Lahko pa 
bi razširili študijo z vključevanjem dodatnih terminov ali pogojev testiranj v okviru izbranih 
analitskh metod, s katerimi bi ugotovili, kolikšni (kateri) so minimalni pogoji, pri katerih 
zaznamo spremembe, saj je to, da je metoda sposobna zaznavanja majhnih sprememb, 
glavna kakovost, značilnost in zahteva za metode, ki je namenjena testiranju stabilnosti v 
okviru redne kontrole kakovosti učinkovine in izdelka.  
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PRILOGA A 
 
Številski rezultati uporabljenih kromatografskih in elektroforetskih metod 
 
Priloga A 1: Rezultati afinitetne kromatografije 
Pogoj  Vsebnost mAb (mg/mL) 
Nativni vzorec 9,74 
4 °C, 2 dni 9,91 
4 °C, 1 teden 10,31 
40 °C, 1 teden 9,84 
40 °C, 4 tedni 9,90 
pH 3, 40 °C, 48 ur 9,90 
pH 5, 40 °C, 48 ur 10,01 
1 cikel zamrzovanja/odmrzovanja 9,85 
Stresanje, 180 obr/min, ST, 18 ur  9,78 
Mešanje, 500 obr/min, ST, 18 ur  9,53 
Vorteksiranje, maksimalna hitrost, ST, 3 min  9,66 
15 mM DDT, 37 °C, 2 uri 9,58 
5 mM Cu2+, 40 °C, 1 teden 9,45 
0,05 % H2O2, ST, 3 ure 9,88 
Umetna svetloba, ST,22 ur 9,80 
0,1 U PNGaza F/mg protein, 37 °C, 30 min 9,75 
0,5 U PNGaza F/mg protein, 37 °C, 2 uri 9,97 
200 mM glukoza, 40 °C, 1 teden 10,26 
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Priloga A 2: Rezultati (% površine skupin vrhov) kromatografije z obrnjeno fazo 
Pogoj 
Dodatn
i 
vrhovi 
“Start 
peaks” 
P1 P2 P3 P4 P5 
“End 
peaks” 
Nativni vzorec_1 0,01 0,77 33,10 6,35 30,42 21,24 6,56 1,54 
Nativni vzorec_2 0,04 0,86 32,93 6,43 30,36 19,04 8,65 1,69 
4 °C, 2 dni 0,01 0,77 33,09 6,35 30,44 21,27 6,53 1,54 
4 °C, 1 teden 0,01 1,03 33,12 6,59 30,14 21,30 6,11 1,71 
40 °C, 1 teden 0,01 0,77 33,10 6,32 30,41 21,30 6,38 1,70 
40 °C, 4 tedni 0,10 1,12 32,80 7,28 29,74 21,52 5,77 1,68 
pH 3, 40 °C, 48 ur 0,01 1,04 32,89 6,61 30,21 21,42 6,12 1,69 
pH 5, 40 °C, 48 ur 0,01 0,92 33,00 6,44 30,29 21,31 6,28 1,73 
pH 9, 40 °C, 48 ur 0,03 0,88 34,07 7,21 30,18 18,52 7,58 1,52 
pH 9, 4 °C, 4 tedne 0,02 0,83 33,64 6,51 30,09 18,85 8,42 1,65 
1 cikel zamrzovanja 0,01 0,77 33,13 6,23 30,51 21,26 6,54 1,54 
5 ciklov zamrzovanja 0,02 0,83 33,08 6,37 30,41 19,04 8,58 1,66 
Svetloba, ST, 22 ur 0,02 0,95 32,50 5,51 30,30 21,50 6,27 2,94 
Svetloba, ST,  8 ur 0,04 0,84 33,32 6,08 30,39 19,05 8,49 1,77 
1 U PNGaze/mg 
proteina,  
37 °C, 30 min 
0,02 0,69 26,04 11,96 25,50 24,84 8,97 1,97 
1 U PNGaze/mg 
proteina, 37 °C, 2 uri 
0,03 0,91 17,96 15,52 22,85 30,43 9,69 2,62 
200 mM glukoza, 40 
°C, 1 teden 
0,02 1,04 33,52 6,12 30,61 20,98 6,08 1,63 
Vorteksiranje,maksi
malna hitrost, 
ST, 3 min  
0,01 0,84 33,08 6,39 30,39 21,22 6,53 1,52 
Stresanje, 
180 obr/min, ST, 18 
ur  
0,01 0,76 33,14 6,25 30,57 21,23 6,34 1,70 
Mešanje, 
500 obr/min, ST, 18 
ur  
0,01 0,77 33,23 6,32 30,43 21,18 6,37 1,70 
15 mM DTT,  
37 °C, 2 uri 
n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. 
100 mM DTT, 37 °C, 
2 uri 
n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. 
0,05 % H2O2, ST, 
3 ure 
0,01 0,93 38,78 14,33 23,27 17,94 3,54 1,20 
0,5 % H2O2, ST, 
3 ure 
0,05 0,87 34,63 6,38 30,85 17,47 8,19 1,57 
5 mM Cu2+,  
40 °C, 1 teden 
0,06 1,10 33,12 6,34 30,03 19,73 4,70 4,89 
0,5 mM Cu2+, 40 °C, 1 
teden 
0,07 1,40 34,29 7,29 30,35 19,13 6,06 1,41 
0,5 mM Fe3+,  
40 °C, 1 teden 
0,04 1,06 32,95 6,58 30,14 19,22 8,35 1,66 
n.p. - ni podatka; zaradi atipičnega profila kromatograma ga nismo integrirali in kvantificirali 
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Priloga A 3: Rezultati (površina %) gelske izključitvene kromatografije 
Pogoj 
Vsota 
agregacijskih 
vrhov  
Glavni vrh  
Vsota 
degradacijskih 
vrhov  
Nativni vzorec_1 0,81 99,08 0,11 
Nativni vzorec_2 1,24 98,64 0,13 
4 °C, 2 dni 0,82 99,08 0,11 
4 °C, 1 teden 0,88 99,00 0,12 
40 °C, 1 teden 0,88 98,99 0,13 
40 °C, 4 tedne 1,05 98,72 0,23 
pH 3, 40 °C, 48 ur 0,75 99,13 0,13 
pH 5, 40 °C, 48 ur 0,77 99,10 0,13 
pH 9, 40 °C, 48 ur 1,57 98,26 0,17 
pH 9, 4 °C, 4 tedne 1,11 98,75 0,13 
1 cikel zamrzovanja/odmrzovanja 0,94 98,95 0,12 
5 ciklov zamrzovanja/odmrzovanja 0,96 98,93 0,11 
Umetna svetloba, ST, 22 ur  2,48 97,37 0,13 
Umetna svetloba, ST, 8 ur  1,35 98,55 0,10 
1 U PNGaze/mg proteina, 37 °C, 30 min 1,04 98,83 0,12 
1 U PNGaze/mg proteina, 37 °C, 2 uri 0,98 98,88 0,15 
200 mM glukoza, 40 °C, 1 teden 0,84 99,02 0,13 
Vorteksiranje, maksimalna hitrost, ST, 3 min 0,75 99,14 0,12 
Stresanje, 180 obr/min, ST, 18 ur 0,74 99,12 0,14 
Mešanje, 500 obr/min, ST, 18 ur 0,82 99,08 0,11 
15 mM DTT, 37° C, 2 uri 0,62 99,21 0,17 
100 mM DTT, 37 °C, 2 uri 0,73 99,08 0,19 
0,05 % H2O2, ST, 3 ure 0,81 99,06 0,12 
0,5 % H2O2, ST, 3 ure 1,12 98,77 0,11 
5 mM Cu2+, 40 °C, 1 teden 48,54 48,76 2,70 
0,5 mM Cu2+, 40 °C, 1 teden 4,41 95,33 0,26 
0,5 mM Fe3+, 40 °C, 1 teden 1,28 98,55 0,17 
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Priloga A 4: Rezultati (časovno korigirana površina %) kapilarne gelske elektroforeze pod reducirajočimi 
pogoji 
Pogoj LC HC-NG HC 
Delež 
glikozilacije 
(%) 
Nativni vzorec_1 30,76 0,68 67,88 99,01 
4 °C, 2 dni 30,93 0,68 68,13 99,01 
4 °C, 1 teden 31,06 0,69 68,25 99,00 
40 °C, 1 teden 31,11 0,68 68,03 99,01 
40 °C, 4 tedne 31,23 0,67 67,62 99,02 
pH 3, 40 °C, 48 ur 30,90 0,66 68,18 99,04 
pH 5, 40 °C, 48 ur 30,94 0,71 67,94 98,97 
1 cikel zamrzovanja/odmrzovanja 30,90 0,69 68,11 99,00 
Umetna svetloba, ST, 22 ur 30,86 0,67 66,94 99,01 
0,1 U PNGaze/mg proteina, 37 °C, 30 
min 
30,78 4,42 64,58 
93,59 
0,5 U PNGaze/mg proteina, 37 °C, 2 uri 30,56 19,15 50,29 72,42 
200 mM glukoza, 40 °C, 1 teden 25,19 0,62 67,78 99,09 
Vorteksiranje, maksimalna hitrost, ST, 3 
min 
30,88 0,67 68,18 
99,03 
Stresanje, 180 obr/min, ST, 18 ur 30,95 0,67 68,13 99,03 
Mešanje, 500 obr/min, ST, 18 ur 30,90 0,69 68,15 99,00 
15 mM DTT, 37 °C, 2 uri 30,92 0,69 68,10 99,00 
0,05 % H2O2, ST, 3 ure 30,92 0,68 68,12 99,01 
5 mM Cu2+, 40 °C, 1 teden 31,72 n.p. 64,66 n.p. 
n.p. – ni podatka; HC-NG vrh ni bil ločen od HC vrha 
